





























































































In  the  last decade  the  interest  in autophagy got an  incredible boost and  the phenomenon quickly 
turned into an extensive research field. Interestingly, dysfunction of this cytoplasmic clearance system 
has been proposed to lie at the root of multiple diseases including cancer. We therefore consider it 
crucial  from  a  toxicological  point  of  view  to  investigate  if  nanomaterials  that  are  developed  for 
biomedical  applications  interfere with  this  cellular  process.  Here, we  study  the  highly  promising 
‘gradient  alloyed’ quantum  dots  (QDs)  that differ  from  conventional ones by  their    gradient  core 
composition which allows for better fluorescent properties. We carefully examined the toxicity of two 
identical gradient alloyed QDs, differing only  in their surface coatings, namely 3‐mercaptopropionic 





with nanomaterial‐induced  stress.  In contrast, PEGylated QDs were  significantly more  toxic due  to 












These  applications  naturally  require  the  design  of  highly  functional  though  biocompatible 
nanomaterials  (NMs).  Among  the  most  extensively  investigated  NMs  for  biomedical  imaging 
applications are Quantum Dots (QDs), which are semiconductor nanocrystals with a size ranging from 
2 to 100 nm.[1] They possess supremely advantageous optical properties  including a very high and 
stable  fluorescence  intensity  that  is  strongly  resistant  to  photobleaching.[2]  In  addition,  they  are 














by  synthesizing  e.g.  cadmium‐free  QDs.[16,17]  However,  next  to  core  composition  the  surface 
chemistry of the QD can greatly influence toxicity by affecting its cellular interactions. 












through  the autophagy process however  remains a  topic of debate, as autophagy  is mainly a  self‐










In  this paper we  look  into  the  influence of QD surface chemistry on  the  toxicity and  its underlying 
causes by comparing two types of QDs that only differ  in their coating. We opted for polyethylene 
glycol  (PEG)  as  a  coating,  since  this  is  the most  commonly  applied  coating  strategy  in biomedical 
applications to reduce unspecific protein binding and prevent aggregation. In addition, PEGylation is 
known  to  increase  the  blood  circulation  time  of  particles  by  preventing  NP  uptake  by  the 
reticuloendothelial  system.[30–32]  As  a  second  coating  strategy  we  selected  the  short  ligand  3‐
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very similar quantum yields,  i.e. 60%  for PEG‐QDs and 65%  for MPA‐QDs. All QD dispersions were 
diluted from the original colloidal suspensions that were stored in H2O with a concentration of 10 µM 
for PEGylated QDs (stored at pH 7) and 15 µM for MPA‐coated QDs (stored at pH 11). LC3‐, p62‐, actin 







25  °C. The  refractive  index was set  to 2.56 based on  the manufacturer’s protocol  (Mesolight). Size 
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measurements were done  in  triplicate with  three  runs per  replicate, and presented based on  the 
number distribution. The zeta potentials were calculated from the electrophoretic mobility based on 
the Henry equation considering the Smoluchowski approximation. Zeta  potential measurements were 






UK).  Both  cell  types  were  cultured  using  DMEM/F12  cell  culture  media  (Gibco®,  Paisly,  UK) 





























them  with  a  FACScalibur  flow  cytometer  (BD,  Erembodegem,  Belgium).  Data  acquisition  was 
performed with BD CellQuest™ software while the data analysis was done with Flowjo software (Tree 
Star Inc). The staining protocols for the respective experiments are described below.  
Cellular  uptake.  HeLa  cells  were  incubated  with  400  µl  of  medium  containing  the  respective 

































were kept  in Vectashield antifade medium  (Vector Laboratories, USA) at 4° C until  imaging. All  the 


















were  visualized  using  the  Bio‐Rad  ImmunStar™  WesternC™  chemiluminescent  kit  (Biorad)  on  a 
VersaDoc™ Imaging System (Biorad). 
Statistical Analysis 
All  experiments were  analyzed  for  statistical  significance with  a one‐way ANOVA  followed by  the 
Bonferroni post hoc test to estimate significance between treated groups, or followed by the Dunnett 






























up  to 200 nM. As  shown  in Figure 5A, MPA QDs did not evoke  significant  toxicity over  the  tested 
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concentration  range.  In  contrast,  PEGylated QDs  clearly  elicited  a dose dependent  toxicity with  a 
significant decrease  in  cell viability  ranging  from 80.6%  (± 1.8) viability at 50 nM  to 33.7%  (± 1.2) 
viability  at  200  nM.  Next  to  enzymatic  activity,  we  also  determined  cytotoxicity  based  on  cell 
membrane rupture by measuring propidium  iodide uptake. Again, exposure to 50 nM of PEGylated 
QDs  led  to a  significant decrease  in  viability while MPA‐QDs  induced no  cell death up  to 175 nM 

























To  support  this data we performed  confocal microscopy on  cells  stained  for  LAMP‐1, a  lysosomal 
membrane  marker.[41]  As  illustrated  in  Figure  6B  some  lysosomes  of  chloroquine‐treated  cells 
appeared as  swollen compared  to  those of untreated cells, which supports  the  rise  in LysoTracker 
intensity seen with flow cytometry.  Instead, confocal  images show that the  increase  in LysoTracker 
intensity in QD‐treated cells seems rather due to an increase in the number of lysosomes. Moreover, 
we noticed there was a strong co‐localization between lysosomes and both types of QDs, illustrating 
that  both  QDs  were  taken  up  by  endocytosis  and  thus  efficiently  delivered  to  the  lysosomal 
compartment.  
Finally, we  examined  the  functionality  of  lysosomes  of  cells  exposed  to QDs,  i.e.  their  ability  of 
degrading lysosomal content. To this end, HeLa cells were incubated with the Derivatively Quenched 









activity and  lysosomal  impairment,  respectively.[42,43]    Indeed,  the alkalinization of  lysosomal pH 
induced by chloroquine inhibits the degradative enzymes that are in need of an acidic environment. 













membrane  (figure  2).  Consequently,  the  autophagy  pathway  can  be  studied  by  following  the 
processing of LC3. To reliably interpret changes in autophagy, we inspected LC3 by multiple techniques 




to  the  amount  of  autophagosomes.  Furthermore,  the  saponin  extraction  included  in  the  sample 
preparation ensures that only the membrane‐bound LC3 contributes to the detected signal.[37] A 4h 
incubation  with  50  µM  of  chloroquine  was  applied  as  a  positive  control  for  autophagosome 










































al.  stated  that  the  effect  of  particle  aggregation  on  uptake  might  be  cell‐type  dependent:  gold 







uptake and consequently toxicity at  lower concentrations. This hypothesis was confirmed  in vivo  in 
mice where aggregated MPA‐QDs exhibited less toxicity than their unaggregated counterparts.[52] On 





death pathways and have been  identified as  important  regulators of autophagy.[56–58] Strikingly, 
incubation with MPA‐coated QDs  led  to a significant  reduction  in ROS  levels  (Fig. 5B). Though  this 














of  human  cerebral  microvascular  endothelial  cells  with  aluminum  nanoparticles.[63]  In  addition, 




















extracellular concentrations)  than  the  larger negatively charged MPA‐coated QDs. Starting  from 60 
nM, however, the uptake of PEGylated QDs shows a downward trend. An explanation for this decrease 
in uptake might be  the  saturation of  surface  receptors essential  for QD uptake,  since  it has been 






Regarding QDs, a common strategy to prevent ROS  induction  is to  limit the dissolution of cadmium 
ions from their core by the application of a surface coating.[51] Clearly, high density PEGylation is not 
sufficient to prevent ROS production since exposure to 50 nM of PEGylated QDs significantly raised the 
level  of  ROS  in HeLa  cells.  Since  this  observation  correlates well with  the  cell  death  seen  at  this 









functionalization  can  have  a  marked  influence  on  the  toxicity  and  ROS  production  of  QDs.  This 
observation  was  also  made  by  Nagy  et  al.,  who  observed  less  QD‐induced  toxicity  with  shorter 
negatively charged surface ligands compared to longer ligands ‐ in our case represented by MPA and 
PEG respectively.[34]  
With  regard  to  the  lysosomes,  also  PEGylated QDs  resulted  in  an  enlargement  of  the  lysosomal 





mechanism  of  lysosomal  impairment  involves  lysosome  membrane  permeabilization.  However, 
considering  the  high  LysoTracker  dye  loading  and  LAMP‐1  staining  showing  normal  lysosomal 
morphology, we believe that in our case the lysosomal membrane is intact. We therefore hypothesize 
that the mechanism underlying this impairment could be lysosomal overload as has previously been 
reported  for  several  particles  such  as  smoke  particulates.[71,72]  Another  mechanism  that  could 
contribute to the  lack of degradation taking place within the  lysosomes could be oxidative damage 
inflicted on the  lysosomal enzymes by ROS produced during QD  lysis.[71] By any means,  lysosomal 
dysfunction is undeniably a toxic parameter worth of investigation since it forms the basis of lysosomal 




resulted  in  an  elevation  of  LC3,  indicative  of  an  accumulation  of  autophagosomes.  Since  the  p62 
protein level was also increased, we conclude that  the accumulation of LC3 derives from a reduction 
in  autophagosomal  turn‐over  rather  than  autophagy  induction.  In  other  words,  the  autophagy 
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pathway  is not fully functional but blocked at  its  later stage  i.e. at autophagosome‐lysosome fusion 
(Figure 2). Since no co‐localization of QDs with autophagosomes was observed (Figure 7), we conclude 
from  this  collection  of  data  that  PEGylated  QDs  induce  autophagosome  accumulation  through 
lysosomal impairment.  














modulate  autophagy,  which  is  in  line  with  our  observations.Since  autophagy  usually  encourages 
survival,  especially  in  cells  undergoing  stress,  it  is  not  surprising  that when  this  function  is  lost, 
cytotoxicity  becomes  inevitable.[75] Our  PEGylated QDs  induce  oxidative  stress  that  undoubtedly 
leads  to  damaged  cytoplasmic material.   Where  usually  autophagy  aids  in  the  removal  of  these 
materials, this coping mechanism  is now absent. The autophagy blockade combined with oxidative 





provoke  genomic  instability  and  tissue  degeneration,  which  in  turn  has  a  huge  impact  on 




















HeLa cells were  remarkably different  (Figure 8). This  implies  that  rather  than QD composition,  the 
surface chemistry primarily defines the functionality and toxicity of the QD. Based on our results we 












































































































































































































































































elongates  and  closes  to  form  a  double‐membraned  autophagosome.  During  the  creation  of  this 
autophagosome cytoplasmic LC3‐I is activated by lipidation, forming LC3‐II, and incorporated into the 
autophagosomal membrane.  The  specific  targeting  of  cytoplasmic  components  for  degradation  is 




this step also the  inner membrane of the autolysosome  is degraded, the LC3‐II within the vesicle  is 
lysed; the LC3‐II on the outside  is recycled back to LC3‐I. The overall process, from autophagosome 
maturation to its degradation is often referred to as autophagy flux.[79] Since the buffer chloroquine 
















up at  low concentrations  though uptake  reaches a maximum around 40 nM. MPA‐coated QDs are 
taken  up  proportionally  with  increasing  dosage,  though  are  only  taken  up  efficiently  at  higher 
concentrations. 20 nM of PEGylated QDs leads to similar intracellular fluorescence levels as 125 nM of 




















MPA‐coated QDs or 4 h of 50 µM chloroquine (CLQ). N  indicates the nucleus, arrows  indicate  large 
autophagosomes. Scale bars: 20µm (C) Western blot on autophagic markers LC3 and p62.  
 
Figure 8. Overview of the distinct cellular effects of GA QDs coated with PEG or MPA.  
 
 
